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Bestiizonung von Peptidmotiven auf MHC-Holeldilen 

Beschreibung 

Die vorliegende Erf indung betrif ft ein Verfahren zur fiestim- 
nung von Peptidmotiven bzw* -epitopen auf MolelcCilen des Major 
Histocompatibility Cos^lex (HHC) sovie die dadorch bestisimten 
Peptidmotive und ihre Vervendung zur Herstellung eines dia*- 
gnostifichen oder therapeutischen Mittels. 

Die cytotoxischen T*-Lymphozyten (CTL) erkennen antigene Pep- 
tidepitope in Verbindung mit HHC"-kodierten Molek&len« Dieses 
Phanomen wird als MHC-Restriktion bezeichnet (1-5) • Die Kri- 
stallographie von menschlichen HHC Klasse I-Molekulen, HLA«2 
und Av68, ergab einen Spalt, der durch die al«* und a2-Dom£nen 
der schweren Ketten gebildet wird (3,6)* Man nimmt an, daO 
dieser Spalt die Bindestelle fiir antigene Peptidepitope ist, 
da beide Kristalle Strukturen von PeptidgrSBe enthielten, die 
nicht mit HHC-Seqaenzen kompatibel varen und sich an diesem 
Spalt bef anden ( 6 ) « 

Es wird angenommen, daQ diese Peptide von intrazellul&ren 
Proteinen stammen und an der £el lobar flache prasentiert wer- 
den, um den cytotoxischen T-Lymphozyten zu erlauben, die 
Zellen auf abnormale Eigenschaften zu teeten. Es wurden be- 
reits HHC-assoziierte Peptide, die T-Zellepitope reprasentie- 
ren, aus normalen oder virusinfizierten Zellen extrahiert 
(2,4,5,7,8). Auf entsprechende Weise konnen auch Antigene , 
die durch die HHC Klasse II restringierten T-Zellen er]cannt 
werden, durch kiinstliche Peptide nachgeahmt werden (9), und 
MHC-assoziierte antigene Peptide vurden von HHC Klasse II- 
Holekiilen elui rt (10). Aufgrund ihrcr Position in der Mitt 
von trimolekularen Kostplexen, die aus T-Zellr zeptor, Peptid 
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und MHC-Molektil bestehcn (11), sind die T-2cllepitope ein 
zentraler Punkt des spezifischen Umminsystems und somit be- 
steht ein groQes Bedtirfnis nach den Verst&ndnis der Gesetz- 
maOigkeiten ihres Auftretens sowie nach einem BeBtiaonungsver- 
fahren (12-15). 

Die erfindungsgemSBe Aufgabe wird geldst durch ein Verfahren 
zur Bestimmung von allelspezifischen Peptidnotiven auf Mole- 
kfilen des Major Histocompatibility Conplex (MHC) der Klassen 
I Oder II , wobei man ^ 

(a) durch AufschluB von Zellen, die MHC-Molekfile enthalten, 
einen Zellextrakt erzeugt, 

(b) MHC-Molek&le mit den darauf befindlichen Peptidmiechun- 
gen durch Immnnprazipitation aus dem Zellextrakt ab- 
trennt, 

( c ) die Peptidmischungen von MHC-MoleWilen und sonstigen 
Proteinbestandteilen abtrennt, 

{d) einzelne Peptide oder/und ein Gemisch davon sequenziert, 

und 

(e) aus den erhaltenen Informationen, jLnsbesondere aus der 
Seguenzlerung eines Gemisches/ oder aus der Seguenzie- 
rung eincr Reihe von Einzelpeptiden^ das allelspezifi- 
sche Pcptidmotiv ableitet^ 
welches dadurch gekennzeichnet istr daB man Peptidmotive auf 
Molekiilen bestiinmt, die aus der Gruppe, bestehend aus HLA-Al 
HIA-A3, HLA-Al 1, HLA-A24, HIA-A31, HLA-A33, HLA-B7^ HLA-B8, 
HLA-B*2702, HLA-B*3501, HLA-B*3503, HLA-B37, HLA-B38, HLA- 
B*3901, HLA-B*3902^ HLA-B*S101, HLA-B*5102, HIA-B*5103, HLA- 
B*5201, HLA-B58, HLA-B60, HIA'B6l^ HIA-B62, HIA-B78, HLA- 
Cw*0301, HIiA-Cw*0401^ HLA-Cw*0602, HIA-Cw*0702, HLA-Cw4, HLA 
Cw6, HLA-Cw7, HLA-DRBl*0101, DRBl*1201, HLA-DR4wl4, HLA- 
DR17, HLA-DRW52, HIA-DPw2, HLA-DPB1*0401, HIiA-DQBl*0301, HLA 
DQwl, HLA-DRl, HLA-DR3 und HLA~DR5 ausgewahlt sind. 
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Durch das erfindungsgeniafle Verfahrcn werden Peptidmotive 
bestimmt^ welche die GesetzmSBigkeiten beinhalten, nach denen 
MHC-MoleJdile Peptide ausvahlen und prasentieren. 

Das crfindungsgemafle Verfahren kann sowohl mit MHC-MolekQlen 
der Klasse I als auch mit MHC-Molekulen der Klasee II durch- 
geffihrt warden^ wobei MHC-MolekSle der Klasse I bevorzugt 
sind. Die Peptidmotive HLA-A/ ELA-B und HLA-C sind Liganden 
fttr HHC-Molekfile der Klasse I, Die Peptidmotive BIA--DR, HIA- 
DQ und HIA-DP sind Liganden ffir KHC-Molekfile der Klasse II. 

Bei der Immunprazipitation der HBC-Molekule durch das erf in- 
dungs gemSBe Verfahren werden gfinstigerweise Antikorper ver- 
wendet^ die fUr die jeweils gewUnschten MHC-Molekule spezi- 
nisch sind. Zur Bestimmung von H-2K<*- oder H-2D*> -Molekttlen 
werden beispielsweise K<«-spezif ische AntikSrper (25) oder D*»- 
spezifische AntikSrper (26) verwendet. Vorzugsweiee verwendet 
man monoklonale AntikBrper, cs ist jedoch auch die Verwendung 
eines entsprechend gereinigten polyklonalen Antiserums mog- 
lich. Antikorper r die erf indungsgemSfl verwendet werden k6n- 
nen, konnen mittels dem Fachmann gut bekannten Standardtech- 
niken de novo hergestellt werden. Beispiele von Antikorpern, 
die in der Erfindung verwendet werden kSnnen, schlieSen alle 
AntikSrper gegen HLA-Antigene, die in dem -Catalogue of Cell 
Lines and Hydridomas" des ATCC (American Type Culture 
Collection, 12301 Parklawn Driver Rockville, MD 20852) er- 
w&hnt sind^ mit ein, ohne sich jedoch darauf zu beschr&nken. 
Bevorzugte Beispiele (in der ATCC-Nomenklatur ) schlieBcn 
HB82, 117, 166, 54, 122, 164, 95, 120, 116, 118, 94, 152, 
178, 56, 115, 157, 119, 59^ 105, 165, 144, 180, 103, 110, 
109, 151 und 104 mit ein. Alle in dem Katalog erwahnten Anti- 
korper gegen Maus-H-2-Antig^ne kSnnen ebenso in der Erfindung 
verwendet werden. Besonders bevorzugt erfolgt die Immunprazi- 
pitation durch Festphas n-gebundene Antikorper. Festphascn- 
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gebundene Antikorper lessen slch auf eine dem Fachmann be- 
kannte Weise heretcllen^ z.B. durch Kopplung des Antikfirperc 
an Bramcyan-aktlviertc Sepharose 4B (Pharmacia LKB)- Andere 
Beispielc von Festphasen^ an die Antikorper zur erfindungsge- 
fflaBen Verwendung gebunden werden kSnnen, schlieBen Agarose, 
Cellulose, Sephadex, Protein-A-Sepharose nnd Protein-G-Sepha- 
rose mit ein^ ohne cich darauf zu beschr&nken. Das bevorzugte 
Verf ahren der InanunprSzipitation stcllt Adoorptions-chromato- 
graphic mittels AntikSrperr die an aus Cyanogenbromid-akti- 
vlerter Sepharose 4B (siehe Beispiel 1) hergestellten 
Kugelchen gekuppelt sind, dar. 

Die Abtrennung der zu bestimmenden Peptidmischungen von MHC- 
Molekulen und sonstigen Proteinbestandteilen erf olgt gtinsti- 
gerweise durch ein chromatographisches Verfahren, vorzugswei- 
se liber Reversed Phase-HPLC. Dabei hat cs sich als gUnstig 
erviesen, daB die Abtrennung in einem Trifluoressigsaure/HjO- 
Trifluoressigsaure/Acetonitrll-Gradienten erf olgt. Andere 
Verf ahren, die er„f IndyngsgeiaKQ zur Abtrennung von Peptidmi- 
schungen von MHC-Molekttlen verwendet werden kSnnen, schlieBen 
lonenaustausch^ Gelfiltration, Elektrofokussierung, High 
Performance Capillar , Elektrophorese (HPCE) und Gelelektropho- 
rese mit ein^ sind jedoch nicht darauf beschankt. Ein anderes 
Mittel zur Durchfiihrung der Trennung stellt ultrafiltration 
dar, wobei eine Membran mit einer PermeabilitXt von 3000 oder 
5000 Oder 10000 Da verwendet wird, Bevorzugt wird die Tren- 
nung mittels',HPLCi.durchgefahrt^ 

m 

Bei der chromatographischen Auf trennung der Peptidgemische 
kann man in mancben Fallen eine einzige Peptidspezies isolie- 
ren. Somit besteht Schritt.(d) des erfindungsgemSQen Verfah- 
rens entwcder in der Seguenzierung eines Peptidgemisches, 
wodurch eine Kons nsussequenz f fir die auf dem jeweiligen MHC- 
Molekai.befindlichen.P^ptidmotiYe bestimmt werden kann, 
Oder /und in der Sequenzierung ..eines def inierten Peptids • 
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Als Ausgangsmateri&l f fir die Bestisimung von Peptidmotiven 
kSnnen nonaale Zellen^ Tumorzellen/ als auch durch Viren oder 
sonstige Erreger inf izierte Zellen eowie In vitro kultivierte 
Zellen dee Menechen oder von Tieren verwendet werden. Nomale 
Zellen, die in der Erfindung verwendet werden kSnnen, 
schlieBen frische Zellen, wie 2.B« periphere Blutlyniphozyten, 
Zellen der Milz, der Lunge, des Thymus oder Zellen von einem 
anderen Gewebe, das MHC-Molekaie exprimiert mit ein, sind 
jedoch nlcht darauf beschr&nkt. In der Erfindung verwendete 
TuBorzellinien schlieSen die Tumorzellen EL4 und P815 nit 
ein, eind jedoch ebenfalls nicht darauf beschr&nkt. Virusin- 
f izierte Zellen, die in der Erfindung verwendet werden kon- 
nen, QchlieBen, ohne darauf beschrankt zu sein, JY-Zellen, 
die durch den Epstein-Barr-Virus trans formierte menschliche 
B-Zellen sind, mit ein* Die durch das erf indungsgemSBe Ver- 
f ahren bestixomten Peptidxnotive entsprechen dem folgenden 
Grundpr inzip : 

a) Sie weieen eine allelspezif ische Peptidl&nge von 8, 9, 
10 Oder 11 Aminosauren bei MBC«-Klasse I-MolekOlen scywie 
von 8 bis 15 Aminos aur en bei MHC-Klasse II Molekfilen 
auf, 

b) sie besitzen zwei Ankerpositionen (die Bezeichnung "An- 
kerposition** wird verwendet, wenn eine Position ein 
starkes Signal fiir einen einzigen Aminosaurerest zeigt 
Oder wenn eine Position durch einige wenige AminosMure- 
reste mit sehr nahe verwandten Seitenketten besetzt 
wird), woven sich eine Ankerposition immer am C-termina-. 
len Ende befindet und h&ufig aliphatisch ist, und 

c) die Peptide werden natiirlicherweise auf MHC-Molekiilen 
von normalen, virusinf izierten, anderweitig infizierten 
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Oder Slit Genen transf izierten oder lait'Antigen beladenen 
Zellen praeentiert. 

Die Sequenzierung der Selbstpeptidgeinische aus den MHC-Klasse 
I-Moleklilen H2K<« ^ H2K*» , H2D*» und HIA-A2 zeigt ein jeweils 
unterschiedliches allelepezif isches Peptidmotiv, das von 
jedem der Klasse I<-Molelcule pr&sentiert vird« Die von , D^ 
and A2 prasentierten Peptide eind Nonaneref vahrend die K^- 
prasentierten Peptide Octamere sind, vobei die korrespondie- 
renden Peptidmotive zwei Ankerpositionen enthalten, die durch 
einen einzigen Aminosfiurerest oder durch einen aus einer 
geringen Anzahl von Aminos&urereBten mit nahe verwandten 
Seitenketten beset zt sind. Diese Ankerpositionen befinden 
sich bei den unterschiedlichen Motiven nicht an dereelben 
Stelle, eie konnen etwa an Position 5 und 9 (D^ ) oder 2 und 8 
(K^^/ A2) oder 5 und 8 (K^) sein. Die C-terrainalen Ankerreste 
aller Motive sind hydrophobe Aminosauren. Die nicht an Anker- 
positionen befindlichen AminosSurereste kSnnen ziemlich va- 
riabel sein, einige jedoch werden vorzugsweise durch bestimm- 
te Aminosauren besetzt, beispielsweise findet nan h&ufig Pro 
an Position 4 des K^-*Motivs, Tyr an Position 3 des K^-Hotivs 
und hydrophobe Reste herrschen an den Positionen 3 des D^- 
Motivs und 6 des A2 Hotivs vor. Fur E-2I/' war ein Ankerrest 
Prolin an Position 2* 

Die durch das erfindungsgemSBe Verfahren gewonnenen Ergebnis* 
se entsprechen sehr gut der Struktur des kristallographisch 
gefundenen Spalts bei HHC«-Klasse I-MolekQlen (3,6). Unter- 
schiedliche MBC-Klasse X-Allele unterscheiden sich an diesexn 
Spalt durch das Vorhandensein unterschiedlicher Taschen, was 
venautlich darauf zurQckzufuhren ist, daB die Taschen jeweils 
unterschiedliche AminosSuren aufnehmen k5nnen. Daher stellen 
die allelspezif ischen Taschen in den MEC-Kristallen und die 
Seitenketten der allelspezif ischen Ankerreste vermutlich 
komplementare Strukturen dar. 
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Ein weitcrer Gegenstand dcr vorliegenden Erf indung ist die 
Verwendung der erf indungsgemaOen Peptidmotive bei einem Ver- 
' f ahren zur Berstellung eincs diagnostischen oder therapeu- 
tischen Mittels. Ein ndgliches Anwendungsgebiet der Peptidmo- 
tive ist der diagnostische Kachweie von MHC-Molekaien. Da die 
MBC^Molekule durch ihre individuelle epezif ische Bindung von 
Peptiden charakterisiert sind, kann ein Bindungsnachweis fiber 
Peptide einer Markierungsgruppe erfolgen, wobei als Markie- 
rungsgruppe beispielsweise eine Biotin- oder eine Fluores- 
zenzgruppe an das Peptid gekoppelt wird* Andere dem Fachmann 
bekannte Karkierungen kSnnen ebenso in der Erf indung verwen- 
det werden. Diese Karkierungen schlieQen, ohne eich darauf zu 
beschr&nken, radioaktive Karkierungen wie z.B. an Thyrosinre- 
ste von Peptiden gebundenes ^^^I oder ^^^I^ oder oder 
(beide vahrend deren Synthese in die Peptide eingebaut) mit 
ein. Bindung der Karkierungen an die Peptide kann nach dejn 
Fachmann gut bekannten Verf ahren erreicht werden. Die Karkie- 
rung erfolgt vorzugsweise an Micht-Ankerpositionen. Die auf 
solche Weise gef undenen Korrelationen zvischen dem Auf treten 
von Autoimmunkrankheiten und der Expression von KHC-Kolekttlen 
mit krankheitsspezifischen Peptidmotiven k6nnen diagnostisch 
verwertet werden. Beispiele von in vitro diagnostischen Ver- 
wendungen der erfindungsgemHSen Peptidsequenzcn schlieBen, 
ohne sich darauf zu beschranken, Hessung der Bindungsspezif i* 
tat von KHC-Kolekfilcn, Korrclierung der Bindungsspezif it&t 
von KEC-Kolekulen mit Krankheiten, und Bestimmung der Seguenz 
von T-2ellepitopen unbekannten Ursprungs durch Inkubiercn 
geeigneter Zellen, die die interessiefenden KHC-Kolekule 
exprimieren mit HPLC-Fraktionen einer Peptid-Bank (Kiechung 
von Peptiden, die in das untcrsuchte Kotiv pas sen) und Be- 
stimmung der durch die T-2elle erkannten Peptide, gefolgt von 
chromatographischem Vergleich des natiirlichen T-Zellepitops 
mit dem als T-2 llepitop erkannten synthetischen Peptid 
(Nature 348: 252-254 (1990)) mit ein. 
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Ein weiterer Gegenstand der Erf indung ist die Verwendung der 
erfindungsgemaBen Peptidmotivc bei einem Verfahren zur Her- 
stellung eines Arzneimittels 2ur Therapie von Storungen des 
iBonunsy steins oder von Tumorerkrankongen. Insbesondere kSnnen 
die erfindungsgemafien Peptidmotive f&r die Intervention bei 
Autoixnmunkrankheiten (Prophylaxe und Therapie), beispielswei* 
se durch Blockierung bestinnoter HHC-Molekiile sovie durch die 
Induktion peptidspezif ischer Kicht-ReaktivitSt von T-Zellen, 
verwendet werden. Keiterhin ist eine Intervention bei Trans-- 
plantatabstpBungen und Graft-^versus-Bost-Reaktionen auf ana- 
loge Keise inSglich. Ferner konnen die erfindungsgemSBen Pep- 
tide fur die Induktion oder die Verstarkung bzw. Vermehrung 
von gegen Tomorzellen gerichteten T-2ellen in vitro und in 
vivo eingesetzt werden, insbesondere f&r die Vakzinierung 
gegen Tumorerkrankungen und fiir die Therapie bestehender 
Tumorerkrankungen, vobei insbesondere der sogenannte Graft- 
versus-LeukSmia-Effekt (Sullivan et al., N.Engl. J.Med, 320: 
828-834) ausgenutzt verden kann. Die erf indungsgemSBen Pepti- 
de kSnnen ebenso dazu vezvendet werden, T«-Zellantworten gegen 
infektiose oder Joaligne Krankheiten zu verst&rken, indem MHC- 
bindende Peptide, die spezif isch ftir das infekti&se Mittel 
oder fiir Tumore sind, in ^vivo eingesetzt werden. Alternativ 
konnen T-Zellen aus Patienten gewonnen werden, ihre Anzahl in 
vitro durch Verwendung von Peptiden und geeigneten Nachs- 
tumsbedingungen, einschlieSend Cytokine, wie z.B. Interleukin 
2, Interleukin 4 oder Interleukin 6 vemehrt und anschlieBend 
in den Patienten zur&ckgeftihrt werden. Die erf indungsgemSfien 
Peptide konnen weiterhin dazu verwendet werden, alle Tumore, 
die durch T-Zellen angreifbare Antigene exprimieren, ein- 
schlieBlich, ohne darauf zu beschr&nken, Melanome, Brust- 
krebs, Tumore viralen Ursprungs, wie z.B. Burkittslymphom und 
solche Tumore, die durch menschlichen Papillomavirus wie 
zervikales Karzinom und andere anogenitale Tumore zu behan- 
deln* P ptide, die von T-2ellrezeptor-Molekiilen oder AntikSr- 
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pennolekiilen abstanonen, konnen auch fiir die gezielte Manipu- 
lation immunregulatorischer Mechaniemen eingesetzt verden, 
insbesondere fUr die BekSmpfung von Autoimmunkrankheiten und 
TransplantatabstoBungen, aowie Graf t-versus --Bos t-Reaktionen« 
In vivo-Verwendungen der erfindungsgemSBen Proteine zur Pre- 
vention schlieSen ihre Verwendung, ohne darauf beschr&nkt zu 
6ein, als Peptidvakzine gegen infektifise oder naligne Krank- 
heiten und Verwendung der in dieaer Erfindung gesatemelten 
Information bezuglich geeigneter T-2ellepitope zu ihrem Bin- 
bau in alle anderen Arten von lopfstoffen einschliefilich 
rekombinante Impfstoffe (einschlieBlich Vizruse vie Vaccinia 
Oder Bakterien vie Salmonella oder Mycobacteria) and Protei- 
ne, die durch Verwendung von rekombinanten Bakterien (z.B. 
E.coli) Oder anderen Zellen, einschlieBlich Hefe-, Insekten-, 
Maus- Oder menschlichen Zellen hergestellt %nirden, mit ein« 

Die Doeierung oder Konzentrationen der erfindungegemaBe Pep- 
tide konnen durch den Fachmwn routinemMBig bestimmt verden. 
Diese kfinnen in vivo in einem Bereich von 10 |/g bis 1 g er- 
vartet verden. In vitro-Konzentrationen kSnnen in einem Be- 
reich von 1 Femtomol bis 1 Micromol ervartet verden. Die 
Verabreichung in vivo schlieOt, ohne sich darauf zu beschr&n- 
ken, einen subkutanen, intramuskul&ren, intraven6sen, intra-^^ 
dermalen und oralen Weg mit ein. 

Vorzugsweise ist bei der therapeutischen Verwendung ein Pep- 
tide das einem erfindungsgemSBen Peptidmotiv entspricht, N- 
oder/und C-terminal mit lipophilen bzv. amphiphilen Gruppen, 
insbesondere lipophilen Peptid-Helices kovalent verknfipft. 
Ein Beispiel fQr eine derartige Gruppe ist Tripalmitoyl-S- 
glycerylcysteinyl-serylserin . 

Die Erfindung soli weiter durch die folgenden Beispiele in 
Verbindung mit den Figur n 1 und 2 veranschaulicht verden. 
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Es zelgen 

Fig. la ein HPLC-Profil von Material, das mit Ant i-K<* -Anti- 

kozrpern aue P815 Lyseat abgetrennt vmrde. 

Fig. lb einen vergrSQerten Ausschnitt des Chromatogramms 

aus la (Fraktionen 15 - 35), 

Pig. Ic eine Rechromatographie des in lb mit cinem Pfeil 

gekennzeichneten Selbstpeptids , 

Fig. 2 MHC-Molekule und ihre Liganden. 

peispiel 1 

10 bis 20x10^ P815-Turoorzellen (H-2K<* ) warden pelletiert und 
30 Minuten mit 250 ml 0,5 % Nonidet P40 in Phosphat-gepuf f er- 
ter Salzlosung (PBS) mit 0,1 mmol/1 Phenylmethylsulfonylf luo- 
rid (PMSF) bei 4*C gerUhxt. Der ©berstand wurde 5 Minuten bei 
250 g und 30 Minuten bei 150.000 g und 4'*C) zentrifugiert und 
dann durch eine adsorptionschromatographische Anordnung ge- 
leitet. Die adsorptionschromatographische Anordnung bestand 
aus drei Saulen mit jeweils einem Bcttvolumen von etwa 1 ml. 
Das Saulenmaterial bestand aus AntikBrper-gekoppelten bzw. 
Glycin-gekoppelten Kugelchen, die aus Bromcyan-aktivierter 
Sepharose 4B (Pharmacia LKB] gemSB dem Protokoll des Herstel- 
lers hergestellt wurden. Als Antikfirper %mrden jeweils 5 mg 
von K<*-spezifischem Antikorper 20-8-4S (IgG 2a, kappa? 25) 
Oder D»> -spezif ische Antikorper B22-249 (IgG 2a, kappa; 26) an 
1 ml der Kugelchen gekoppelt. Der Oberstand des Zellextrakts 
wurde zunachst durch eine Saule mit Glycin-gekoppelten KUgel- 
Chen, dann durch eine entsprechende SEule mit Anti-K^-Kfigel- 
chen und dann fiir eine Scheinprazipitation ttber Anti-D*>- 
KQgelchen geleitet. 

Die Kugelchen wurden aus alien drei SSLulen entf ernt und mit 
0,1 % Trifluoressigsaure fiir 15 Minuten verwirbelt (7). Die 
Uberstande wurden durch Vakuumzentrifugation getrocJcnet und 



wo 94/11738 



PCr/EP93/0317S 



- 11 . 

durch Reverse Phase HPLC unter Verwendung einer Superpac Pep 
S Saule (C2/C1B; 5 fim Teilchen, 4,0 x 250 mm, Pharmacia LKB) 
and elner Pharmacia I«KB«-Apparatur abgetrexmt (4). Elutions- 
mittel: Losung A 0,1 % Trifluoreesigs^ure in HjO (v/v), 
Losung B 0,1 % Trifluoressigs&ure in Acetonitril. 

Fiir die in Figur la und b gezeigten chromatographischen Tren- 
nungen vurde der folgende Gradient verwendet: 
0 bie 5 Minuten, 100 % A 

5 bis 40 Minuten linearer Anstieg auf 60 % B, 

40 bis 45 Minuten 60 % B, 

45 bis 50 Minuten Abnahme auf 0 % B, 

FluBrate: 1 ml /Minute, FraktionsgrdBe : 1 ml. 

Die einzelnen FraJctionen vurden gesammelt und durch Vakuum- 

zentrifugation getrocknet« 

Figur 1 zeigt die BPLC-Auftrennung von immunpr&zipitierten 
und Trifluoressigsaure-behandelten I^-Moleklilen. Figur la 
zeigt ein HPLC-Profil vori TFA-behandeltem Material, das aus 
P815-Lysat mit Anti-K^ ( durchgehende Linie) bzw, mit Anti-D*' 
(gestrichelte Linie) prazipitieirt vurde. Svischen den Frak- 
tionen 20 und 2B vird heterogenes Material in geringen Mengen 
eluiert, bei dem es sich um die gesuchten allelspezif ischen 
Peptidgemische haiidelt. 

Die Fraktionen 20 bis 28 wurden sowohl aus dem K^'-Ansatz als 
auch von dem Schexnprazipitat gesammelt. Beide Ansatze vurden 
unter Vervendung der Edman-Abbaumethode automatisch sequen- 
ziert (Edman et al., Eur. J.Biochem. 1: 80-91 (1967)). Oer 
Edxoan-Abbau vurde in einem Protein Sequencer 477A, ausgest^at- 
tet mit einem on-line PTB-Aminosaure Analysator 120A (Applied 
Biosystems^ Foster City, CA, 94404, USA) durchgefUhrt, Glas- 
faserfilter wurden mit 1 mg BioPrene Plus beschichtet und 
nicht prazyklisiert*. ;Die Sequenzierung vurde unter Vervendung 
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der Standardprogramme BEGIN-l und NORMAL^ 1 CApplied Biosy- 
stems) durchgef uhrt . Cystein wurde nicht modifiziert und 
konnte deshalb auch nicht nachgewiesen verden* 

Dac Edman-Verfahren beinhaltet eine sequenzielle Derivatisie- 
rung und Aminosaurcnentf ernung vom K-Terminus, von denen jede 
chromatographicch identiflziert wird. Da es ungewdhnlich ist, 
komplexe Gemische von Peptiden zu seguenziereu/ wcrden die 
direkt aus dem Sequenziergerat gewonncncn Daten pr&sentiert« 
Tabelle la und b zeigen die Ergebnisse aus zvei Seguenzie- 
rungsversuchen ffir K<*-cluierte Peptide ♦ Tabelle Ic zeigt dae 
Sequenzierungsergebnis einer Schcinelution mit D** •-spezif i- 
schen AntikSrpern auf PBIS-Lysaten. Die -eluierten Peptide 
haben ein klares Aminosfiuremuster fflr jede Position von 1 bis 
9, wahrend das scheineluierte Material durchgehend ein 
gleichformigee AminoeaureimiBter mit einer Abnahne der absolu- 
ten Menge jedes Rests bei jedem Zyklus zeigt. Bei den K<*- 
eluierten Peptiden wurden nur die Reste, die i&ehr als 50 % 
Anstieg in der absoluten Henge im Vergleich mit dem vorheri- 
gen oder dem vorvorherigen Zyklus zeigten, als signif ikant 
erachtet und unterstrichen • Die erste Position ist schwierig 
zu beurteilen, da es keinen vorherigen Zyklus gibt und fiber- 
dies alle im HPIiC-Pool vorhandenen freien Aminos&uren an 
dieser Position nachgewiesen werden. Fur die zveite Position 
ist der einzige Rest, dessen Haufigkeit im Vergleich zum 
vorherigen Zyklus klar erhoht ist, Tyrosin (z.B. Tabelle la 
60,9 pmol auf 875,6 prnol)* Der einzige andere Rest, der einen 
(geringen) Anstieg zeigt, ist Phenylalanin, das eine zu Tyr 
ahnliche Scitenkette aufweist. Dies bestStigt die Annahme, 
die aus einem Vergleich des natttr lichen K<* -restringierten 
Influenza-Epitops (mit der Seguenz TYQRTRALV) mit anderen K«*- 
res tringiert en Peptiden im Hinblick auf den Tyrosin^Rest an 
Position 2 resulticrt* Dagegen gibt es keinen definierten 
Aminosaurerest, der fiir die folgenden Positionen 3 bis 8 
charakteristisch ist. Es werden bis zu 14 unterschiedlicbe 



wo 94/11738 



PCr/EP93/03I75 



- 13 - 

Reste in den einzelnen Positionen gefunden. An Position 9 
werden lie und Leu gefunden. Es gibt keinen Signalanstieg an 
Position 10, was darauf hindeutet, daB die meisten K^-gebun- 
denen Selbstpeptide nicht l&nger als 9 Reste sind. Das natiir- 
liche K<*-restringierte Influenza-Peptid ist somit ein 
Konapeptid (4). Das Konsensusseguenzimister, das aus diesen 
Ergebnissen hervorgeht, ist in Tabelle Ic gezeigt* Am meisten 
auffallend sind Tyr an Position 2 und lie oder Leu an 9, 
wahrend an alien anderen Positionen eine grSBere Anzahl an 
Resten gefunden wird* Ein Vergleich dieses Motivs nit Peptid- 
seguenzen, die K** -restringierte Epitope enthalten, zeigt, daB 
die meisten gut 2u dem K^' -restringierten Konsensusmonomer- 
Motiv passen (Tabelle Id). 

Der durch einen Pf eil in Fraktion 29 von Figur lb markierte 
Peak und die korrespondierende Fraktion der Scheinprfizipita- 
tion vurden unter hSherer Auf ISsung emeut chromatographiert, 
wobei das Praktionsvoiumen 0,5 ml betrug (Fig. Ic). Der 
scharfe spezifische Peak stellte ein Peptid mit der Aminos&u- 
resequenz SYFPEITHI dar, das durch direkte Sequenziexrung be- 
stimmt wurde. Die IdentitSt dieses nattirlichen Zellpeptids 
mit synthetischem SYFPEITHI-Peptid wurde durch Coelution auf 
HFLC best&tigt (Fig« Ic). Die Seguenz paBt zu dem Konsensus- 
motiv aus dem Pool der Fraktionen 20 bis 28 (Fig. la,b), 
vodurch das Vorhandensein eines spezifischen -restringier- 
ten Peptidmotivs (Tabelle Id) best&tigt wird. 
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Tabelle Id 

Das K** -restringiertc Peptidmotiv 



Dominante Ankerreste 



Position 
1 2 3 4 5 6 
Y 



8 9 
1 



stark 



N P M K T 



I 
L 



F K 



schwach 



K 
A 
H 
S 
V 
T 



A 
H 
V 
R 
S 
F 
£ 

Q 
K 
H 
T 



A 
E 
S 
D 
B 
N 



V 

K 

D 

I 

Jj 

S 

T 

G 



B 
I 
M 

y 

V 
R 
L 



P B 

B E 

D K 

£ V 

Q V 

S F 
R 



Bdcannte Epitope* 



TYORTRA LV 
SYFP EITHI 



I 

V 

I 

L 

R 

R 

K 

S 

S 



Y 

Y 

Y 

Y 

Y 

Y 

Y 

Y 

Y 



A 
Q 

s 
Q 

L 
L 

Q 

I 

V 



T 
I 
T 
K 
£ 



V 
L 
V 
V 
K 



K N 
A V 



P 
P 



5 
S 



A 
A 
A 
G 
G 
G 
T 
A 
A 



G 

I 

S 

T 

K 

K 

T 

E 

E 



S 
Y 
S 
Y 
£ 
£ 
T 
K 

Q 



L 
A 
L 
V 

T L 
T L 
L 
I 
I 



Influenza PR8 MP 147-154 4,29 
Selhstpqytid P815 

Inflnflnza JPJ? BA 523-549 30,31 

Influenza JKP BA 523-549 30,31 

Influenza PR8 BA 518-528 32 

Influenza JAP BA 202-221 30,31 

HEA-^4 170-18233 33 

BLA-<V3 170-186 34 

P815 ItDnar^-Antigen 35 
Plflsamndiuro hsn^tyax CSP 249*^260 ' 36 

Plasmodium yoeli CSP 276-288 37 
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* Peptide, von denen bekannt ist, daB sie K<* -restringierte T- 
Zellcpitope cnthalten^ wurden gemafl ihrer Tyr-Recte in fiber- 
einstimnung gebracht. Peptide/ von denen bekannt ist, dafl sie 
natiirlich prozessiert sind, eind unterstrichen. 



peispiel 2 

Elution von Peptiden aus K**- und D*> -Kolekfilcn 
Detergenz-Lysate aus EL4 -Tumor ze lien (H-2*' ) wurden mit K**- 
spezifischen und D*>-spezifischen AntikBrpem, wie in Beispiel 
1 beschrieben, immunprSzipitiert, Ale -Antikorper wurde 
B22-249 (siehe Beispiel 1) und als I?> -Antikorper wurde 
(IgG 2a. f H, 27) verwendet. Die von MHC-Molekiilcn dissoziier- 
ten Peptide wurden durch Reverse Phase HPLC aufgetrennt. 
Sowohl Kb- als auch D'' -Material wurde mit Profilen eluiert, 
die in etwa dem -Material aus Beispiel 1 entsprachen, wobei 
jedoch in dem heterogenen Material, das zwischen Fraktionen 
20 und 28 eluierte, gewisse Unterschiede auftraten. 

XP -restringiertes Peptidmotiv 

Die vereinigten Fraktionen 20 bis 28 aus dem D'^-Ansatz wurden 
sequenziert (Tabelle 2a,b). Die Positionen 2 bis 4 enthielten 
mehrere Reste* Dagegen gab 2yklu6 5 ein starkes Signal ffir 
Asn* Der vorherrschende Rest an Position 5 der U** -eluierten 
Selbstpeptide ist somit Asn. Das schwache Signal fiir Asp wird 
durch Hydrolyse von Asn zu Asp unter den Sequenzicrungsbedin- 
gungen vcrursacht* Die Positionen 6 bis 8 enthielten 5 bis 14 
unterschiedliche nachweisbare Reste. Position 9 enthielt cin 
starkes Signal ffir Met, ein mittleres fiir He und ein schwa- 
ches fiir Leu (alle hydrophob)* (Die Bedeutung von Met oder 
He in einem D^ -restringierten Epitop wurde bereits berich- 
tet, siehe 17)* An Position 10 war kein Signal, was darauf 
hindeutet, dafl D'' -prasenticrte Selbstpeptide Honapeptide 
sind. Das durch dies Ergebnisse ermittelte Konsensusmotiv 
ist in Tabell 2c gezeigt* Ein Vergleich dieses Motivs mit 
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dem natiirlichen D'* -restringierten Peptid und mit anderen 
Peptiden, die D** -res tringierte Epitope enthalten, zeigt, dafi 
Asn an Position 5 ein unver&nderlicher Ankerxest des D*»-re- 
stringierten Peptidmotivs sein kann* Die anderen Reste dcr 
D*>-restringierten Epitope unterscheiden sich erheblich, mit 
Ausnahme von Position 9 (mit Met, lie oder Leu), die wie eine 
zweite Ankerposition aussieht* 
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Tabelle 2c 

Das D*' -restringierte Peptidmotiv 



Dominante Ankerreste 



Position 
2 3 4 5 6 
N 



8 9 
M 



stark 



M 



I 
L 
P 
V 



K 
E 

Q 
V 



L 
P 



schwach 



A 
N 
I 
F 
P 
S 
T 
V 



A 

Q 

D 



G D 
T 



A 

Y 
T 
V 
M 
£ 

Q 

H 
I 
K 
P 
S 



D 
E 
Q 

V 
T 

y 



F 
H 
K 
S 

y 



Bekannte Epitope 



ASNEKM ETM 
SGP SNT PPEI 
SGVENPGGYCL 

S A I N N y . . . 



InQuenza HP 366-374 154 4,2 
Adenovirus ElA 38 
I/ynphozyten Charicineningitis 
Virus <P 272-293 39 
Simian Virus 40 T 193-211 40 
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-restringiertes Peptidmotiv 
Die vereinigten Fraktionen 20 bis 28 aus dem K^-Ansatz wurden 
seguenziert (Tobelle 3a, b) « Position 3 enthielt ein starkes 
Signal fur Tyr und ein schwaches flir Pro. Position 4 zeigte 
schwache Signale fUr 5 Reste* Starke Signale fur Phe und fiir 
Tyr inachen diese beiden Reste an Position 5 vorherrschend. 
Die nSchsten beiden Positionen enthielten 5 bzw. 3 Signale. 
Position 8 zeigte ein starkes Signal fiir Leu, ein siittleres 
ftir Met und schwSchere fur lie und Val. Position 9 zeigte 
keinen Anstieg fQr xrgendeinen Rest, was mit der L&nge des 
bekannten -restringierten nat&rlichen Peptids, das ein 
Octamer ist (5), iibereinstimmt. Eine Analyse des K^-restrin- 
gierten Konsensusjnotivs und Vergleich mit Epitopen zeigt zwei 
Ankerpositionen: Tyr oder Phe (beide mit ahnlichen aromati- 
schen Seitenketten) an Position 5 und Leu, Met, lie oder Val 
(alle mit fihnlichen hydrophoben Seitenketten) an Position 8. 
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Tabelle 3c 

Das K^-restringierte Peptidmotiv 



Dominante Ankerreste 



Position 
1 2 3 4 5 6 

F 
Y 



7 8 
L 



stark 



iBchwach 



R 
I 
L 
S 
A 



N P 



R 
D 
£ 
K 
T 



T 
I 
E 

S 



K I 

Q V 

K 



Bekannte Epitope 



RGYVYOGL 

SIINFEKL 
AP GNYPAL 



Literatur- 



Prpteinguelle 
Vesicular Stonatitia Virus 
NP 52-59 

CXmlbumin 258-276 
Sendai Virus NP 321-332 



5 

41 
42 



Beispiel 3 

HLA-A2 • l-restringiertes Peptidmotiv 

Bin Detergenz-Lysat von. inenschlichen JY-2ellen jnit dem HIA- 
A2.1-MHC-Molekiil (45) wurde mit A2-sp€2i£i8chen AntikSrpem 
(BB7.2, IgG2b, Literaturstelle 28) immunprazipitiert • Die von 
A2-Holekulen dissoziierten Peptide wurden durch HPLC aufge- 
trennt: Es wurden die Fraktionen 20 bis 28 vereinigt und vrie 
zuvor beschrieben s guenziert (Tabelle 4). Die zweit Posi-;* 
tion enthielt ein starkes Signal fur Leu und ein mittleres 
fiir Met, An den Positionen 3 bis 5 wurden jeweils 6 bis 8 
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Keste gefunden. Position 6 enthielt Val^ Leu^ lie und Thr« 
Die folgenden zwei Positionen zeigten jeweils 3 Signale* 
Position 9 zeigte ein starkes Val«- und ein echwachee Leu- 
Signal. Position 10 zeigte keinen Anstieg fur einen Rest, was 
darauf hinweist, daB A2-restringierte Epitope Nonapeptide 
sind. Leu oder Met an Position 2 und Val oder Leu an Position 
9 scheinen die Ankerreste zu sein. Einige von bekannten Pep- 
tiden mit A2-restringierten Epitopen konnen mit dem Motiv in 
tibereinstimmung gebracht verden, vahrend dies bei anderen nur 
teilweise. inSglich ist (Tabelle 4c) • Die Existenz von mehreren 
Varianten von A2-*Molekulen kann diese schlechte Gbereinstin- 
xnung einiger Peptide jait dem Motiv verursachen* 
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Tabelle 4c 

Das HLA--A2 • l-reetringierte 



Peptidmotiv (HIA-A*0201) 



Posit:ion 





1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 


9 


Dominant e Ankerreste 




L 














V 


stark 




H 




E 




V 




K 












K 












echwach 


I 




A 


6 


. I 


I 


A 


E 


L 




L 




y 


P 


K 


L 


y 


S 




« 


F 




F 


D 


y 


T. 


B 








K 




p 


T 


N 












M 




H 




G 












Y 




s 




F 












V 




R 




V 


H 









Bekannte Epitope 



ILKEPVHGV 

GILGFVFTL 
ILGFVFTLT 
FLQSRPEPT 
A M Q M L K E . • 
PIAPGQMRE 
QMKDCTER Q 



HIV Reverse Ttanskriptase 
461-485 

Influenza MatriagiroteTn 57-68 
Influenza Matriatprotein 57-68 
EXV Gag Protein 446-460 
HIV Protein 193-203 
HIV Gag Protein 219-233 
HIV Gag Protein 418-443 



43 
44 
44 
46 
46 
46 
46 
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Tabelle 5 

Das HLA-A*0205-restringierte Peptidmotiv 

Posit.ion 

a) A*0205 123456789 
Dominante Ankerreste L 

Andere V Y G V I Q K 

L P E y V 
1 F . D L T 
Q I K I L 
M M A 

R 



Tabelle 6 

Das H-2K*t -restringierte Peptidmotiv 



Position 
12345678 
Doininant.e Ankezxeste E I 



Stark K 

N 
Y 
M 

Schwach V Q L A N T 

F I G K 

L P H 
F T 
P V 
H F 
T S 
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Tabelle 7 

Das H-2K*="' -restrihgicrte Peptidmotiv 



Dostinante Ankerreste 



Position 
1234567B 



Stark 



E K 



Schwach 



Q 
G 
P 



N 
Q 

G 
M 
P 

y 



R 
K 



R 
Y 



Beispiel 4 

Peptidmotive von HIA-Al, HIA-A3, HLA-All, HLA-A24^ HLA-A31, 
HLA-A33, HLA-B7, HLA-B8, HLA-B*2702^ HLA-B*3501, HLA-B*3503^ 
HLA-B37^ HLA-.B38^ HLA-B*3901, HLA-B*3902, HLA-B*5101, 
HLA-B*5102, HLA-B*S103, HLA-B*5201, HLA-B58, HIiA*-B60, 
HLA-B61, HLA-B62, HLA-B78, HLA-Cv*0301, HLA-Cw*0401r 
HLA-Cw*0602^ HLA-Cw*0702r HLA-Cw4, HLA-Cw6, HLA-Cw7, HLA- 
DRB1*0101, DRB1*1201, HLA-DR4wl4, HLA-DR17^ HIA-DRw52^ HIA- 
DPw2, HLA-DPB1*0401, HLA-DQB1*0301^ HLA-DQwl, HLA-DRl, HLA- 
DR3 und ELA-DR5 

Die Bestintmung dieser Peptidmotive erfolgte entsprechend den 
Beispielen 1 bis 3. Die Ergebnisse sind in den Tabellen 8 bis 
24 dargestellt. 

Die Peptidmotive HLA-A, B und C sind MHC-Klasse 1-Liganden. 
Die Peptidmotive HLA-DR, DQ und DP sind MHC-Klasse II-Ligan- 
den. 
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peroerkunaen 2ur Epitopvor hersaae ffir HIA-Klasse I^Liganden 

^ker: Alle Anker werden in der Kegel bei alien natCirlichen 
MHC-Klasse I-Liganden benutzt. Jedoch kommt es auch vor^ daB 
andere als die angegebenen Ankerreste, n&olich solche mit 
&hnlichen Eigenschaften/ benutzt werden (s.B. kann eine hy- 
drophobe Aminos&ure durch eine andere hydrophobe ersetzt: 
werden) • Die Zahl der Aminosauren zwischen den Ankern ist in 
der Kegel konstant, jedoch koamtt ee auch vor, daB ein oder 
zwei weltere Aminos&uren eingeschoben sind. 

Hilf sanker; Diese werden bevprzugt, jedoch nicht obligato- 
risch^ benutzt; sind mehrere Hilfsanker angegeben, wird in 
der Kegel zumindest eln Tell davon benutzt. 

Bei der Epitopvbrhersage bezOglich einer Proteinseguenz wird 
inan zweckiaaOigerweise folgendermaSen vorgehen; 

Die Proteinseguenz wird nach Ankerresten in richtigen Abstand 
abgesucht. Die so gefundenen Teileeguenzen .(Liganden-Kandida- 
ten) werden auf das Vorhandensein von Eilfaankerresten an der 
richtigen Position gepriift, was die Zahl der Ligandenkandida*- 
ten einengt. Aus den verbliebenen Kandidaten werden die aus- 
gewahlt/ die noch weitere der bevorzugten Asdnosaurereste 
enthalten« 

Beinerkunaen zur Epitopvorhersaae fUr HLA-Klasse II^Lioanden 

Anker; Die HLA-Klasse II-Motive weisen 3 Oder 4 Anker auf. 
Die einzelnen Liganden benutzen jedoch oft nur 2 dieser An- 
ker* Vermutlich benutzen die besonders stark bindenden Ligan- 
den alle Anker, und vermutlich k5nn n fehlende Ankerreste 
durch tibereinstimmung in anderen bevorzugten Kesten kompen- 
siert werden « 
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Um dies zu verdeutlichen, eind bei den Ligandenbeispielen die 
passenden Ankerreste doppelt, die anderen bevorzugten Reste 
einfach unterstrichen* 

Die allel-spezifischen Motive in den Tabellen 39 - 47 sind 
in ;relativen Positionen (Erster Anker « Relative Position 1) 
angegeben, da die Zahl der AminosSurereste zwischen M-Termi- 
hus und erstem Anker bei Klasse II-Liganden variabel ist (iia 
Gegensatz zu Klasse I^Liganden)* In den Tedbellen 48 - 50 sind 
die Motive in den absoluten Positionen angegeben. 

Die Vorgehensweise bei der Epitop-Vorhersage innerhalb einer 
Proteinseguenz vird ghnlich sein vie bei Klasse I, nur dafi 
von vomherein die Seguenz nach fjbereinstimmung mit minde- 
stens 2 Ankerresten (davon einer Anker 1) abgesucht wird, 
Werden auf diese Weise mehrere Ligandenkandidaten erhalten, 
werden zur weiteren Einengung die anderen bevorzugten Reste 
verglichen und schlieBlich auf tibereinstimmung siit dem (nicht 
allel-spezifischen) Prozessieriingsmotiv (Protein aus absolu- 
ter Position 2 bzw. 12 bis 16) geprfift. 

In der fibsoluten Position 2 der untersuchten BLA-Klasse II- 
Liganden findet sich ein sehr starkes Pro-Signal. Weitere 
Pro-Signale finden sich im Bereich des C-Terminus. Diese Pro- 
Signale scheinen ein bevorzugtes Merkmal von nat&rlichen 
Klasse II-Liganden zu sein. Das Prbzessierungsmotiv fiir HLA- 
Klasse II-Liganden ist daher wie folgt: 

absolute Postion 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 
p P P P P P 

In den Tabellen 39 - 47 liegt der erste Anker isi allgemeinen 
im Bereich der absoluten Positionen 3-5 oder 4-6. 
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Der obere Teil von Figur 2 zeigt einen vereXnfachten Ver* 
gleich von Klasse II- und Klaese I-Liganden« Klasse II<-Ligan* 
den (links) sind in der MHC-Spalte durch allel<-spezifische 
Ta&chen verankert. Beide Enden der Spalte sind of fen, d«h« 
die Liganden (12-25 Reste, durchschnittlich 15 - 16 Reete) 
Jconnen heraush&ngen. Der zweite Rest nach den N-Terminus ist 
haufig Pro, venmitlich als Brgebnis einer Aminopeptidaseakti- 
vitat* Hie aus Figur 2 hexrvorgeht, ist dieser Pro-Rest nicht 
an der Bindung xait der HHC-Spalte beteiligt. D«h., ein 
synthetisches, HHC Il-bindendes Peptidmotiv nniB den ££fi-Rest 
nicht enthalten, sondem es beginnt vorzugsweise erst siit den 
ersten Ankerrest, Der Abstand zvischen den N-Termini und den 
ersten Anker ist 5 ± 1 Reste f&r die Mehrzahl der Liganden « 
Der Abstand zvischen den letzten Anker und den C-Teminus ist 
nicht konetant* Die Hauptunterschiede zu Liganden der Klasse 
I (rechts) sind die feste Bindung der Peptidtemini innerhalb 
der Spalte und die besser defihierte L&nge der Liganden* 

Der untere Teil von Figur 2 zeigt die hypothetische Bindung 
von Klasse II-Liganden an ihren Rezeptor. Der Ligand ist als 
Peptidriickgrat in einer langgestreckten Orientierung darge- 
stellt. Der erste hydrophobe Anker ist an a-Ende der Spalte 
und der letzte am entgegengesetzten Ende* Der zweite Anker 
ist etwa in der Mitte, wo sich a~ und 0-Donanen treffen* 
Sonit stinnt der Abstand zvischen den ersten und den letzten 
Anker nit der LSLnge der Spalte ttberein* Die relativ konser- 
vierten Charakteristiken des ersten Ankers (hydrophob /corona- 
tisch) den unterschiedlichen Allelen kSnnen das Fehlen eines 
verst&rkten Polynorphisnus in den DHA-Genen wiederspiegeln, 
wahrend der zweite und der letzte Anker den EinfluO der poly- 
norphen 6-Ketten ausgesetzt sind. 
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Tabelle 8: 

Ankenreste 

bzw. Hilfsankerreste 

sonstige 

bevorzugte Reste 



- 31 - 



HLA-Al-Motiv 

Position 
12S45 6Z89 

T D L Y 

S E 



L P GG 
GNV 
I YI 



Beispiele 
fQrLiganden - 

tabelle 9: 

Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste 



AT D F K F A MY 
lADMGHLKY 
MI EPRTLQY 
YTSDYFI SY 
LTDPGVLDY 



HLA-A3-MoHv 



Position 
12345fiZ89 10 





M 


KK 


V 


ML 


Y 


M 


F M 


F 




V F 






T 






L 





sonstige 

bevorzugte Reste I F I Q 

Y P S 

V T 

K K 
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Tabelle 10: 



Ankcrrestc 

hzw. Hilfsankerreste 



sonstige 

bevorrugte Reste 



Beispide 
fur Uganden 



Tabelle 11: 



Ankenreste 



bzw. Hilfsankerreste 



piA^All>MoOv 
Position 



1 


2 


2. 


4 


5 


6 


7 


8 


9 


10 


11 




V 


M 








• 




K 


e: 


K 




I 


L 




















F 


F 




















Y 


Y 




















T 


I 






















A 


















A 




N 


P 


•P 


I 


L 


R 


R 


R 


R 






D 


G 


I 


V 


I 


K . 


D 










E 


D 


F 


M 


Y 


N 












0 


E 


V 




V 


E 














K 


M 




F 


Q 








A 


V 


M 


K 


P 


E 


A 


E 


K 


R 


K 


A 


V 


I 


L 


P 


P 


L 


S 


P 


Y 


F 



HLA-A24-Motiv 

Position 
1 2 3 4 5 £ 7 8 9 



I F 

V 



I 
F 



K 



sonstige 

bevorzugte Reste 



N D 

E P 

L 

M 

P 

G 



Q E 
N K 



4 
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Tabelle 12: 



^LA-A31-Motiv 

Position 
12345fi789 

Ankerreste 

b2w. Hilfsankerreste L L R 

V F 

Y V 
F I 

T 

sonsti^c 

bevomigte Reste KTKPPNNL 

QNDI DVR 
F EVERN 
L GF R F 0 
Y S L T 
WV Y H 
T W L 
Y 

Beispiele 

furliganden LQFPVGRVHR 

OQL YWS HP R 
RGYRPRFRR 
KVFGPI HER 
K I MK WN Y E R 
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Tabelle 13: 



Ankerreiste 

bzw. Hilfsankerreste 



HI^-A33-MoMv 

. Position 
123456789 

A R 

I 

L 

F 

Y 

V 



besonders 
bevorzugte Reste 



T L P P I 
K L 
F 



sonstige 

bevorzugte Reste 



E QRR R H 9 
M WD 1 D Y N 
E E F H V E 
N GP Y T M 
S V S 
H L 
P W 



Deispiele 
fur Liganden 



D MA A Q I T QR 
E S G P S I V H R 
EYYGSFVTR 
D Y I HI R I Q 0 R 
E I MKWN R E R 
EVLDl FQDR 
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Tabelle 14: ^LA-B7-Mo0v 



Ankcrreste 



Position 
123456769 

P L 

F 



sonstige 

bevorzugte Restc A D D D F L 

H E E P T V 

S QGI R 
K H V L 

YL I 
F K 
MS 
NT 
A P 



Tabelle 15 



Ankcrreste 



sonstige 

bevorzugte Reste 



HIA-B8-Motiv 

Position 
123456789 

E K L 
R 



besonders 

bevorzugte Reste G 

L 
I 



E 


NEE 


0 


OHO 




H MH 




I S 




L 




y 




V 


D 


E N L I 


H 


MD V 


L 


S Q D 


S 


T S T 


T 


F T 


R 


Y 


G 




K 
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Tabelle 16: 



Ankeireste 



f ^f A-B*2702-Mottv 

Position 
12 3 4 5 6 7 8 9 

R F 

Y 
I 
L 
W 



sonstige 

bevorzugte Reste K F G I I Y K 

L P K VL V 

XKE Y VD 

D V RT E 

E MD F R 

QT H 

T E 

S 0 

Beispiele 

fur Uganden SRDKTIIMW 

G R L T K HT K F 
RRFVNVVPTF 
KRYKS I VKY 
KRKKAYADF 
KRGl LTLKY 
GRFGVGNRY 
GRFKLI VLY 
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Tabelle 17: 



^yA-R*3501-Motiv 



Ankerreste 

bzw. Hflfsankerreste 



Position 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

p Y Y 

F F 
MM 
L V 
1 I 



sonstige 

bevorzugte Reste 



MA I KDI V E 

V L D I 0 N 0 

Y F E VKE V 
R V GT V QT 
D MP E L T 

E GMK 
T L 
Y M 
N 



Tabelle 18: 

HLA-B*35Q3-Motiv 

Position 
123456769 

Ankerreste 

brw. Hilfsankerreste P L 

M 

sonstige 

bevorzugte Reste A I E G D Q Q F 

D L K V E N R 
MN H V T 
V H I 
R 
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Tabelle 19: 



Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste 



sonstige 

bevorzugte Reste 



HLA-B37»Mottv 

Position 
1 234 5 6789 



D 


V 


F I 


E 


I 


ML 




A 


L 




M 




K H 


T 


QT 


QP 


R 


K B 


G 


D 


Y N 


S 


G 


L D 


L 


H 


0 






G 






H 



Tabelle 20: 



Ankerreste 



HLA-B38-Moav 

Position 
123456789 

F 
L 



sonstige 

bevorzugte Reste 



I HI GMV Y K I 
F A ET I V Y 
P DP VT N N 



WE L A K 
Y S V E R 
N GN 
M L H 
V K 
S 



R 
T 



Beispiele 
fur Liganden 



EHAGVI SVL 
THDELEDKL 
QYDEAV AQF 
YPDPANGKF 
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HLA-B*39Ql-MoOv 

Tabelle 21: 

Position 
12345£789 

Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste R I L 

H V 
L 



sonstige 

bevorzugte Reste A D V N N S 

DEY Y K 
I Gl F R 
L P L E 
F K F T 

V T 
M G 
S K 
T N 

Y P 

Tabelle 22 : 

■ HLA-B*3902-Motiv 

Position 
123456789 

Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste K I L 

. S L 
F 

v 

sonstige 

bevorzugte Reste ^ K AGNVVTF 

A I P E Y L S M 



F 


GTT R 


V 


PHY 


N 


OF N 


L 


S I D 


T 


T MH 


Y 


P 


E 


R 


H 




S 
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Tabelle 23: 

Position 
12345 6 789 

Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste A F 

P I 
G 



sonstige 

bevorzugte Reste I WI G V N K T W 

L F L V T I Q M 

V MI GL R V 

Y F KA K E 
WEI 0 
YDS 

V 
E 

H - 
D 
R 
N 

« 

Beispiele 

fur Uganden YPFKPPKV 

D A H I Y L N H I 
TGYLNTVTV 
XA Y AL NHT L 



wo 94/11738 
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Tabelle 24: 



Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste 



HLA-B*51Q2-MQ»iv 

Position 
122456789 



P y 

A 
G 



I 
V 



sonstige 

bcvorzugte Reste 



F GV I RT 
V E 0 N E R 
L KNQQY 
I L GT K 
T T 

0 
R 

N 

H 



Tabelle 25: 



Ankerreste 

Oder Hilfsankerreste 



HLA-B*5103-Motiv 

Position 
12 2 4 5 6 7 



AY 

F 

G 



V 
M 



sonstige 

bevorzugte Reste 



F F E GI 
WD L A K 
L N VT 
R N 

09 
QM 

T R 

V 



wo 94/11738 
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Tabelle 26 



Ankerrestc 

bzw. Hilfsankerreste 



HLA.B'5201.Motiv 

Position 
12 5 4 5 6 7 8 



OF L 
Y 1 
W V 



I 
V 



sonstige 

bevorzugte Reste 



V M I L M K K 
L F L I F N E 
I P P V A L Q 
DP TTY 
K K G S 
E 
A 



Beispiele 
fur Liganden 



TGYLNTVTV 
V QT I MP QL 



wo 94/11738 
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Tabelle 27: 



Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste 



]priA-B58-Motiv 

Position 
234S6789 



A 
S 
T 



P V 
£ I 
EL 
M 
F 



F 
W 



sonstige 

bevorzugte Reste 



KGGDAI LNY 
R T QD V Y R 
I I R N L MK 



L 
V 
F 

y 

N 
Q 



F N T 

Y 

W 

Q 



Bdspiele 
fiir Uganden 



K A GQ VVT I W 
AGDRTF.QKW 



wo 94/11738 
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Tabelle 28: 



Hr^-B60-Motlv 

Position 
123456789 

Ankerreste 

bzw. HUfsankerreste E I L 

V 



sonstige 

bevorzugte Reste A P L K L K 

V K I N Y R 
1 D V P MQ 
LGDV 
MNT I 
F 9N D 
S T P R 
D GQ 
N K 

0 

Beispiele 

fur Uganden K E S T L H L 

HEAT L R 
YEI HDGMNL 



wo 94/11738 
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Tabelle 29: 

HLA-B61-Motiv 

Position 
1 2 2 4 5 £ 7 8 

Hilfsankerreste 



E F 


I 


I 


L 


L 


F 


V 


V 


Y 




W 





sonstige 

bevorzugte Reste PMEVNYKA 



T GI 


V S P 


P L 


L 


S M 


W 


N D 


I 


D G 


T 


K V 


R 


A F 


D 


R N 


Q 


N S 


G 


Q K 





Beispiele 

fOrliganden GEFGGFGSV 

EEFQFI KKA 
GEF VDL YV 



wo 94/11738 
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Tabelle 30: 



Ankerrcste 

Oder HUfsankerreste 



Position 
12 34S6789 



9 
L 



I 
V 



F 
Y 



sonstige 

bevorzugte Reste 



I MKP GVV Y 
V A E L T T V 
N G F G L T 
F DT 1 I 
P 
Y 
H 
R 



Belspiele 
fur Liganden 

Tabelle 31: 



Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste 



V L KP GMV VT F 
YLGEFSI TY 



HLA-B78-Motiv 

Position 
1 234567fi 



P 
A 
G 



I 
L 
F 
V 



sonstige 

bevorzugte Reste 



Y E 


D 


A K 


DD 


G 


V S 


WG 


V 


N 


L 


N 


K 


V 


R 


Q 


S 


Q 


E 


Q 


S 




R 


T 




N 
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Tabelle 32: 



Ankerreste 

bzw. Hllfsankerreste 
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Cw*0301-Motlv 

Position 
12245£789 



V P 

I 

Y 

L 

M 



F 
Y 



L 
P 
M 
I 



sonstige 

bevorzugte Reste R E R N M Q T 

N K 
S 
M 



Tabelle 33: 



Ankerreste 

bzw. Hllfsankerreste 



HLA-Cw*040 1 -Motiv 

* 

Position 
lS34 5£78e 



Y 
F 



V L 
I - F 
L M 



sonstige 

bevorzugte Reste 



P D D A X K 
H B H AS 
P M X H 
XT K 
R 



wo 94/1 1738 



I»Cr/EP93/rai75 



> 48 > 



Tabelle 34 



Ankerrestc 

bzw. Hilfsankerreste 



HLA-Cw*0602-Motiv 

Position 
234S£7 89 



IV 
L I 
F L 
M 



L 
I 
V 
Y 



sonstige 

bevorzugte Reste 



I 
F 
K 
Y 



P P P K A R Y 



R I E 
G D 

F Q 
Y L 
K 
N 
A 



T 
S 



K E 

QQ 

N N 
R 
G 
T 
S 
K 



Beispiele 
fur Uganden 



YQFTGI KKY 
VRHDGGNVL 
FAFPLI QRV 
X QRT P K A G L Y Y 



wo 94/11738 
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Tabelle 35: 



Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste 



sonstige 

bevorzugte Reste 



Beispiele 
fiir Liganden 



HLA-Cw*0702-MoHv 

Position 
12345fi789 



V V 
T I 
I L 
L M 
P 
M 



Y 
F 
L 



R P DT A Y E 


D G E 


R MA 


A V 


N F 


Q 


R D 


P 


V K 


S 


F 


G 


E 



KYFDEHYEY 
R YR P GT V A L 
N K A D V I L K Y 
I Y P Q N V I L Y 
I R K P Y I WE Y 

NYGGGNYGSGSY 
F Y P P Y L Y 



wo 94/11738 
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Tabelle 36: 



Po^on 

123456769 



Y 

Stark F P 

Q 



5chwach 



z. 

M. 
F 



D 




A 


V 


A 


U 






M 


I 


N 


K 










£ 












H 






N 


R 


F 


S 


Q I 


£ 


R 


•r 
• 


H 


Q 


S 


G 


D 


K 


D 


p 






P 


F 


r 


r 






K 


H 


M 


G 






Q 


M 


E 


T 






G 




K 


V 






H 




P 








L 




S 
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Tabelle 37: 

Anker 
stark 

schwach 



Posifion 

1 234 5 6789 

L 
1 
H 
V 

P D I V R K 
I E M I N F 
F P F Q Y 
Y N E 
K 
D 

IPGGLAYS 
r R V T K 
K T 
G 
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Tabelle 38: 



Positian 

123 4 56789 



Anker 



L 

r 

Y 
III 



Stark 



schwach 





P 


D 


y 


Y 








F 




K 


I 










P 




V 






p 


N 




I 


T 


M 


A 


r 


G 






A 


-? 


£ 




H 




V 




Y 


k 








A 




V 


s 








M 




D 





Denmach haben HLA- Cw4-. Cw6- iind Cw7-Llganden folgendc 
Eigenschaften: 

1. ) Uberwiegcnde L&ngc von 9 Arainosauren (ISngere und kurzcre Peptide 
' konnen vorkommen) 

2. ) tJberwicgcnd aromatischc Rcste F oder Y an Position 2 

3. ) Obcnrtcgcnd hydrophobe Restc V. I, L, F, A an Position 6 (Hilfsankcrl 

4. ) Hydrophobe Restc L. F, Y, V am C-Tenminus 

Indivlduclle Untcrschicdc dcr liganden-SpczIfitat von Cw4, Cw6. iind Cw7 
gehen aus den* Tabellcn hervor. 
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HLA-DRB 1 *0 1 0 1 -Mntiv 

Relative Position 
-10 123456789 10 

Ankeireste 



bevorzugte Reste, 
polar Oder geladen 





Y 


L 




L 

* 




V 


A 




A 




L 


I 




I 




F 


V 




V 




I 


M 




N 




A 


N 




F 




M 






Y 




W 








K 


K K 


E 


H H 


K 


g 


D D 


Q 


RR 


R 


E 


E E 


D 


DD 


0 


N 


R R 


H 


00 


D 


D 


H H 


R 







R 
H 



bevorzugte 

kleine . Reste A A S A S S 

T S T G T T 
P P S P 
T 
P 
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Tabelle 40: 



HIA>DRBlM201>Motiv 

Relative Position 



Ankerreste 



bevoraugte Reste, 
polar Oder geladen 



bevoraugte 
Ideine Reste 



-1 A 


1 2 


345^789 1( 




T 


L 


V 


Y 




V 

Lf 


M 


Y 


F 




IT 


N 


r 


M 




XT 
X 


V 


I 


I 




V 


A 


N 


V 








A 


t 


N 


k 




K . 


R D 


K 


0 




E 


K R 


E 


E 




0 


H H 


D 


R 




R 


9 E 




H 




H 


D K 




D 










A 




GA A 


A A 




T 




P GG 


G G 


* 






S T 


S S 








T P 


T 








P S 










P 





Beispiele 

fur liganden SSVI UNlNVfiLYXQT 

1KLLNENS2VP 
GPDGRL^BGYDQFA^EGK 
SDEK] B^NRVVRNNLR 
INOKGlSGLfi£LB£L 

EALi HQLKi NP^VLS 



wo 94/11738 
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Tabelle 41: 



Ankerreste 



bevorzugte Reste, 
polar Oder gdaden 



bevorzugte 
kleine Reste 



HIA-DR4W1 4-Motiv 

Relative Position 
10 123456789 10 

IP I 

L Y V 

MI L 

V V M 

Y L Y 
F M A 



H 


K 


QDD 


Q 


R 


N H H 


N 


0 


EQQ 


E 


N 


D N N 


D 


H 




Q 






R 








A 


GT A 



T S 



Beispiele 

fOrUganden G S A S ^R Y £ H X A R P G R G E F 

VDDTfi£VB£fiSD4AS0RMEP 
YDNSJkI I SHASXTTN 
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Q 



ai >• *J b. 

COI ^ 



c to 
o 



3 I 



3 M 



•J »M fa H S > 



2 



•J < 

< S fcj< H 

H 2 S 2 > Ol> 
2Di(3> 03t4lt:)ll2li(^ 

QQC«Q|iaiQBQliaiC4 

^ > ojS 21 o: (0 

H-J > W - - > X 



OH < H Q O>co 

2QKa)C«^X 

tO>0-S£:>-<2j2 
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Tabelle 43 



Ankerreste 



HLA-DRw52-Mot<v 

Relative Position 
10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 



F 


N 




I 


L 


Y 


L 


V 


I 


y 


I 


V 


M 


Y 




A 


A 





sonstige 

bevorzugte Reste 



E A 
K T 

0 
N 



A A 



AT 
E G 
R K 



E 
K 

Q 



Beisplde 
fur Uganden 



SLQ£GY^TGVI NAP 
SSVI I ^NT^Vfi^YXQS 
N£ ER^K AJ[ KV I 
VTRYI Y^BEEYARF 
WAP I MAfil P t L L Y 



Q 
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Tabelle 44: 



Ankerreste 



^LA-DPw2-Motiv 

Relative Position 
10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 



r 

L 
M 
V 
W 
Y 



F 
L 
M 
Y 



I 

A 
M 

V 



bevorzugte Reste. 
polar Oder geladen 



R 


D 


N 


N 


N 


H 


D 


Q 


Q 


0 


H 


H 


H 


R 


K 


R 


K 








£ 









bevorzugte 
kleine Reste 



S 
A 
T 



S 
T 
A 



Beispiele 
fQr Liganden 



LFRjCfHY^PFLPSTEDV 

LPREJDHtF R££ HY^PFLPS 
V T 12 K £ £ I Q t F HT I GVE 

A D E K JS F WGK Y J Y E] ARRHP 
DSFKtQIfiEFQVLKSLG 
GJgPijSYTRFS^AROVDG 



wo 94/11738 
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PCT/EP93/03175 



> 



CO 

o 

« 

o 



t 

3 



c 
o 



00 



CO 

o 

V 

S 



CO 



> M S 



M (c( ^ i-i S 1-3 



Q U Z O 



O h> CO 0< 



(0 &< 

< 

< O f- CO 

< O H to 



< o f- to 



O) 

< Ou < 

{lu ai ij 

o<aH 

^ > K 

H > « 
Q (0 



Id 



. c 

CJ o 
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Tabelle 46: 



Ankerreste 



HLA-DPB 1 *Q401 -Motiv 

Relative Position 
•10123456789 10 

F F V 

L L Y 

y Y I 

M MA 
I V L 

V I 
A A 

bevorzugte Reste, 

polar Oder geladen K N 

R K 
E E 
N 

0 

bevorzugte 

klelne Reste A 

V 

Beispiele 

fur Liganden XKK^FAATQfEP^NN 

GP G^P ADVQX DL J L NV ANRR 



wo 94/11738 



FCr/EP93/03175 
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Tabelle 47: 

HLA-DQwl-Mottv 

Relative Position 
-10 123456769 

Ankerreste 

L F L 
F Y I 
N V W 

V 

sonstige 

bevorzugte Reste E A P 

RE 

T G 

H 

N 

0 
R 

S 

T 



DIt RS£ Y ADWY OQKP G 

£kiJdi DRFEPL 
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Tabelle 48a: 



HLA-DRl-Vrntiy 



sehr Stark 



stark 



schwach 



1 2 3 


4 


s 


6 


7 


8 




10 


11 


12 13 U 1 

- 






















p 


u 


_ 

c 




I* 


R 


N 




H 


Mb 

T 




T 


T 


H 


M 


K 


p 




D 








Y 


I 


S 


G 






P 










K 




K 












* 








V 










GDP 


Q 


D 


K 


a 


S 


M 


Q 


R 


A K F E 


G t 


V 


6 


M 


q 


T 


a 


M 


Q 


1 A Q 


i N 


A 


I 


S 


V 


Q 


s 


a 




I 


N I 


N 


a 


a 


t 


a 


1 






T 


L 


£ 


1 


9 




1 








V 


K 


G 


V 


V 














K 


L 


e 
















T 


H 


















D 


S 



















Q 



4 



1 
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Tabelle 48b: 

Interpretation: 

1 2 3 4 5 6 7 8 S 10 11 12 13 



P 



END 
D K Q 
N D N 
E E 

Q 



I 




F 


I 


L 


V 


V 


M 


H 


A 


I 


A 


F 


L 


A 


V 




M 


L 








V 





Demnach haben naturliche DRl -Ligandcn folgende Elgenschaitcn: 

1. ) L&nge ubenvlegend mchr als 11 Aminosauren (1st bcrcits bckannt) 

2, ) Uberwicgcnd P an rwcitcr Position 

30 Polare/geladcne Reste E, D. K N. K, Q an Position 2, 3 oder 4 
40 Hydrophobe Rcstc I. L. M, F, A an Position 3, 4, 5 oder 6 
5.1 Hydrophobe Reste M A oder L an Position 9, 10 oder 1 1 



M M M 
X A 
L 



wo 94/1 1738 
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Sehr stark 
stark 
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1 2 3 4 S C 7 fi 0 10 11 12 13 14 IS 16 



A RDODRQR 
I QFLQDKK 
P LLSKKrS 
V FArSQDE 
G I y Y H T Y 
K M Q M N K 
D T I P £ d 
I R F G H 



L 

N 

K 



L 
E 

0 

F 
A 



T 

V 

«« 
L 
G 



F F 
L X 

Y y 



s 

T 
fi 
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Tabelle 49b: 



Interpretation: 
HLA-DR3-Mottv 



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 IS 16 



L F L L Y F F 

F L I F L L y 

I I Y AY 

Y F 

M 



D D D D Q D 
R C X K K K 
E Q Q R R 
Q REE 
H N 
H 

Demnaxil habcn naturliche DR3-Ligandcn folgende Eigenschaften: 

1. ) wic bel DRl 

2. ) wie bei DRl 

3. ) Hydrophobe Rcstc L. F. 1. Y. M, A an PoslUon 3.4 oder 5 

4. ) Polare/geladene Reste an Position 4. 5. 6. 7. 8 Oder 9 

5. ) Hydrophobe Reste L, F. A, Y an Position 11. 12 oder 13 



wo 94/11738 
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Tabelle 50a: 
HIA-DR5-Motiv 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 W 15 16 17 

Sehrstark p 

stork NDNRRRRPNRmDAi 

gKDINNNiDEQNp 



£ 


£ 


L 


Q 


L 


L 


V 


E q 


Y Y 


L 


G 


F 


L 


A 


d 


A 




r F 


T 


I 


t 


K 


q 




£ 


y 


V 


V 


L 


V 


A 


M 




G 


V 


p 


H 


K 


V 


H 


V 




h 


p 




V 


M 


a 


M 






k 


q 






F 


n 








s 


a ' 






V 


K 










r 






V 












H 






H 
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Tabelle 50b: 
Inteiprctatlon: 

HLA.DR!?-MnHv 

1 .2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 



NDDRRRR NR 

££KNNK DE 

MMnQqd EC 

H K K Q 
H H 



L L L L L L 
y Y Y M 

-I 1 

M V • 
F F 

Dcmnach haben naturtlche DR5-LIgandcn folgcnde Elgenschaften: 

1. ) wleDRl . . . 

2. ) wIeDRl V. - ^ ' 

3. ) Polare/uberwicgcnd ncgativ gdadcncRcstc R D, E, H. Kan PoslUon 2, 3 

Oder 4 

4. ) Polare/ubcTwlegcnd posltiv gcladcnc Rcste R K, Q an Position 5. 6, 7 

Oder 8 

5. ) Hydropliobc Restc L, Y. V. I, M. F. A an PosIUon 3, 4 oder 5 sowie an 5, 6 

Oder 7 

6. ) Polare/geladcnc Reste N. D. E. H. R. .Q an PoslUon 10, 1 1 oder 12 



wo 94/11738 



PCr/EP93/0317S 
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P at entansprfiche 

1. Verfahren znr Bestimmung von allelspezifischen Peptidmo- 
tiven auf Molckulen dcs Major Hifitocompatibility Complex 
(MHC) der Klassen I oder II, wobei man 

(a) durch Zellauf schlufl von 2ellenr die MHC-Molekfile 
enthalten, einen Zellextrakt erzeugt, 

(b) MHC-Molekiile mit den darauf befindlichen Peptidmi- 
achungen durch Iroaunprazipitation auc dem Zellex- 
trakt abtrennt, 

(c) die PeptidmiBchungcn von MHC-Molekfllen und sonsti- 
gen Proteinbestandteilen abtrennt, 

(d) einzelne Peptide oder /und ein Gemisch davon seguen- 
ziert, und 

(e) aus den erhaltenen Infonnationen, inebesondere aue 
der Sequenzierung eines Gendsches, oder aus der 
Seguenzierung einer Reihe von Einzelpeptiden, das 
allelspezifieche Peptidmotiv ableitet, 

dadur.ch gekennzeichnet, 
daB man Peptidmotive auf Molekfilen bestimmt, die aus der 
Gruppe, bestehend aus HIA-Al, HLA-All, HLA-A24, 

HLA-A31, HLA-A33, HLA-B7f HLA-B8, HLA-B*2702, 
HLA-B*3501r HLA-B*3503, HLA-B37, HIA-B38, HLA-B*3901, 
HLA-B*3902, HLA-B*5101, HLA-B*5102, HLA-B*S103, HLA- 
fi*5201, eLA-B58, BLA-B60, HLA-BSl, HLA-B62, HLA-B78, 
HLA-Cw*0301, HLA-Cw*0401, HLA-Cw*0602, HLA-Cw*0702/ 
HLA-CW4, HLA-CW6, HLA-Cw7, HLA-DRB1*0101, DRB1*1201, 
HLA-DR4wl4, HLA-DR17, HLA-DRi^2, HLA-DPw2, HLA- 
DPB1*0401, HLA-DQB1*0301, HLA-DQwl, ELA-DRl, HLA-DR3 und 
HIiA*^DR5 ausgewSLhlt sind. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man fUr die Immunprazipitation AntikSrper v rwendet, 
die fur MHC-Mol kule spezifisch sind. 
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3. Verfahren nach Anspruch 2, 

dadurch gekennseichnet^ 
daB man Festphasen-gebundene Antikorper verwendet. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprliche, 
dadurch gekennzeichnet, 
dafi die Abtrennung der Peptidmischungen von MBC-Moleldi-- 
len und sonstigen Proteinbestandteilen chromatographiach 
erfolgt* 

4 

5. Verfahren nach Anspruch 4, 

dadurch gekennzeichnet^ 
daS die Abtrennung fiber Reverse Phase-HPLC erfolgt. 

Verfahren nach Anspruch 5, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB die Abtrennung in einem Trifluoressigsaure/H2 0-Tri- 
f iuoressigsSure/Acetonitril-Gradienten erf olgt . 

?• Peptidmotiv, erhaltlich durch ein Verfahren nach einem 
der Anspriiche 1 bis 6 • 

8* Verwendung eines Peptidmotivs nach Anspruch 7 bei einem 
Verfahren zur Herstellung eines diagnostischen oder 
therapeutischen Mittels. 

9. Verwendung nach Anspruch 8 flir den diagnostischen Mach- 
weis von HHC-Holekiilen/ 

10. Verwendung nach Anspruch 9, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man ein Peptid, das einem Peptidmotiv entspricht, 
mit einer Markierungsgruppe, insbesondere einer Biotin- 
oder einer Fluoreszenzgruppe kopp It. 
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11 • Verwendung nach Anspruch 9 £Qr die Therapie von Storun- 
gen des Inmunsystems cxler von Tusiorerkran)cungen« 

12. Verwendung nach Anspruch 11 flir die Therapie von Autoim- 
munkrankheiten, TransplantatabstoOungen oder/und Graft- 
versus-Bost-Reaktionen . 

13. Verwendung nach Anspruch 8 oder 12, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB ein Peptid, das einem Peptidmotiv entspricht, K- 
oder/und C-tenninal mit lipophilen bzw. asiphiphilen 
Gruppen, insbesondere atlch lipophilen Peptid-Helices 
kovalent verkiipft wird. 

14. Verwendung nach Anspruch 13, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB die lipophile bzw. amphiphile Gruppe Tripalmitoyl-S- 
glycerylcysteinyl-seryl serin ist. 
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